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Abstract
From the early days of life until today, a multifarious variety of unique enzymes has evolved to perform
even the most complex tasks in cellular processes. These processes often involve the competing
interests of prey and predator, host and pathogen, or plant and herbivore, and they are constantly
adapted to keep pace with the challenges of survival. This thesis aims to introduce and characterize
three fascinating enzymes from two very different venues of these evolutionary head to head races:
the pestiviral autoprotease NS2 (non-structural protein 2) and a pair of paralogous enzymes, the
deoxyhypusine synthase (DHS) and the homospermidine synthase (HSS).
The NS2 enzyme is an ER membrane-integrated autoprotease of the bovine viral diarrhea virus
(BVDV). This virus is a close relative of the human pathogen hepacivirus C (HCV) and the causative
agent behind two associated, economically very important diseases of livestock breeding: bovine viral
diarrhea (BVD) and mucosal disease (MD). In conjunction with a host cell-derived cofactor, the auto-
protease NS2 effectively controls the delicate equilibrium between viral reproduction, immune evasion
and persistence, and therefore is the key to the successful propagation and impressive worldwide preva-
lence of BVDV. In addition, the autoprotease acts as the molecular switch that changes the biotype
of a BVDV strain from its non-cytopathic to a cytopathic form, thereby triggering the onset of fatal
MD. For the treatment and eradication of BVDV, NS2 is consequently a highly valuable drug target.
The rational design of antiviral substances, however, demands a precise three-dimensional structure
of the target protein. To date, the protein structure of BVDV NS2 still remains to be solved, and even
homology modeling failed so far due to the lack of structurally characterized, homologous proteins in
the databases.
In this thesis, two common expression systems – prokaryotic Escherichia coli and eukaryotic insect
cells – were applied to identify optimal conditions for the expression of full-length or truncated variants
of the NS2 suitable for future structure determination experiments. Although a variety of strains,
expression conditions and purification strategies were tried, the E. coli expression system ultimately
failed in the production of NS2 protein suitable for further structural characterization. For insect
cells, however, the reliable expression of active, ER membrane-integrated NS2 autoprotease could be
achieved in the course of this thesis, and even delicate in vivo crystals were observed in the expressing
insect cells. These results represent the profound base for the detailed biophysical and structural
characterization of this unique viral enzyme.
The deoxyhypusine synthase (DHS) and its paralog homospermidine synthase (HSS) from the
model plant Sorghum bicolor (commonly known as sorghum or great millet) have been intensively
studied in the second part of this thesis. The homotetrameric DHS enzyme catalyzes the NAD+-
dependent deoxyhypusination of a single specific lysine residue of eukaryotic translation initiation
factor 5A (eIF-5A) as the first of two modification steps in the synthesis of the unique amino acid
modification hypusine. In this reaction, an aminobutyl moiety is transferred from the polyamine sub-
strate spermidine onto the eIF-5A lysine residue. Since the (deoxy)hypusine modification is crucial
for the activity of the initiation factor 5A in cellular processes, the modifying DHS enzyme is highly
conserved and ubiquitous in eukaryotic cells and archaea. During evolution, several independent dupli-
cations of the conserved DHS gene allowed the congruent development of paralogous homospermidine
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synthases (HSS) in different lineages of flowering plant. The HSS enzymes are characterized by a
loss of the inherited DHS activity and specialization on the homospermidine synthase side reactivity
of the original DHS. In many of these plant lineages, the HSS became the first specific enzyme of the
pyrrolizidine alkaloid biosynthesis pathway, which produces defensive substances as protection against
herbivores. While already many details of the mechanism and dynamics of the deoxyhypusination
reaction have been elucidated, the molecular basis for the evolutionary change of function from DHS
to HSS still needs to be unraveled.
In this thesis, two S. bicolor DHS isoforms and their HSS paralog – which were assumed to represent
different stages in the evolution of an HSS enzyme from a DHS duplicate – were characterized with
several different biophysical techniques to gain deeper insights into their differences and common
features. In contrast to the known basic pH optimum of the deoxyhypusination reaction, the cytosolic
DHS and HSS enzymes and the eIF-5A precursor themselves revealed a thermal stability optimum
at physiological pH and salt concentrations. However, the HSS was significantly less stable than the
two DHS variants, and binding experiments confirmed that the enzyme lost its ability to bind the eIF-
5A precursor, which consequently results in the loss of DHS activity. Kinetic analyses of the binding
behavior of the two homologous DHS revealed low nanomolar to even sub-nanomolar affinities towards
the eIF-5A precursor for both enzymes, which correlates to affinity values determined for human DHS.
Distinct differences between the two homologs could not be resolved during these experiments. The
DHS/HSS cofactor NAD+ was demonstrated to affect the stability and aggregation state of the three
enzymes and was able to significantly stabilize the DHS–eIF-5A interaction. For the competitive
DHS inhibitor and spermidine analog N1-guanyl-1,7-diaminoheptane (GC7), an hitherto unknown
feature of the inhibitory mechanism was revealed: Accompanying the competitive displacement of
the spermidine molecule from the active site of the DHS enzyme, the inhibitor also interrupts the
DHS–eIF-5A interaction. In this thesis, first direct evidence was also obtained for the hypothesized
paralog interference in the evolution of HSS and DHS – a concept in which the selective pressure of
the original enzyme affects the evolutionary fate of its duplicate due to the formation of heteromeric
complexes.
Zusammenfassung
Von den Anfängen des Lebens bis in die heutige Zeit hinein hat sich eine facettenreiche Vielfalt
von Enzymen entwickelt, die in der Lage sind, selbst die komplexesten Aufgaben innerhalb zellulärer
Prozesse wahrzunehmen. Diese Prozesse beinhalten oft die konkurrierenden Interessen von Beute und
Jäger, Wirt und Krankheitserreger oder Pflanze und Pflanzenfresser, und sie werden ständig angepasst,
um mit den Herausforderungen des Überlebens Schritt zu halten. Die vorliegende Arbeit möchte drei
dieser faszinierenden Enzyme von zwei ganz unterschiedlichen Schauplätzen dieser evolutionären Kopf-
an-Kopf-Rennen vorstellen und näher charakterisieren: die pestivirale Autoprotease NS2 und ein Paar
paraloger Enzyme, die Desoxyhypusin-Synthase (DHS) und die Homospermidin-Synthase (HSS).
Das NS2-Enzym ist eine in die ER-Membran integrierte Autoprotease des Bovinen Virusdiarrhoe-
Virus (BVDV). Dieses Virus ist eng verwandt mit dem humanpathogenen Hepacivirus C (HCV) und
ist der Erreger zweier miteinander in Beziehung stehender, ökonomisch bedeutsamer Krankheitsbilder
in der Rinderzucht: der Bovinen Virusdiarrhoe (BVD) und der Mucosal Disease (MD). Im Zusammen-
spiel mit einem Kofaktor aus der Wirtszelle kontrolliert die Autoprotease NS2 effektiv das empfind-
liche Gleichgewicht zwischen Virusvermehrung, Immunevasion und Persistenz, und spielt deshalb die
Schlüsselrolle in der erfolgreichen Verbreitung von BVDV und der damit einhergehenden eindrucks-
vollen weltweiten Durchseuchung. Außerdem agiert die Autoprotease als molekularer Schalter, der
die nicht-zytopathogene Form eines BVDV-Stammes in dessen zytopathogenes Pendant verwandeln
kann und damit die tödlich verlaufende MD auszulösen vermag. Die NS2-Autoprotease ist deshalb
ein interessantes Ziel für die Entwicklung von Wirkstoffen, die in der Behandlung und Ausrottung
des BVD-Virus eingesetzt werden können. Für das gezielte Design von antiviralen Substanzen wird
allerdings eine präzise dreidimensionale Struktur des Zielproteins benötigt. Bis jetzt wurde die Struk-
tur der NS2 noch nicht gelöst und auch Homologie-Modellierungen schlugen bislang fehl, da keine
strukturell charakterisierten, homologen Proteine in den Datenbanken identifiziert werden konnten.
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei beliebte Expressionssysteme eingesetzt – der Prokaryot
Escherichia coli und eukaryotische Insektenzellen –, um die optimalen Bedingungen für die Expres-
sion von verkürzten Varianten und Volllängen-Konstrukten der NS2-Autoprotease zu identifizieren,
die anschließend für die Strukturbestimmung eingesetzt werden können. Obwohl eine große Anzahl
verschiedener Stämme, Expressionsbedingungen und Reinigungsstrategien getestet wurde, war das
bakterielle Expressionssystem letztendlich nicht in der Lage, die Autoprotease in ausreichender Quali-
tät bereitzustellen. In den Insektenzellen allerdings konnte die zuverlässige Expression der aktiven, in
die ER-Membran integrierten NS2-Autoprotease erreicht werden, und selbst fragile in-vivo-Kristalle
wurden in den Insektenzellen beobachtet. Diese Ergebnisse stellen eine gute Grundlage für die weitere
detaillierte biophysikalische und stukturelle Charakterisierung dieses einzigartigen viralen Enzyms dar.
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die Desoxyhypusin-Synthase (DHS) und die paralo-
ge Homospermidin-Synthase (HSS) des Modellorganismus Sorghum bicolor (Mohrenhirse) eingehend
biophysikalisch untersucht. Das homotetramere DHS-Enzym katalysiert die NAD+-abhängige Des-
oxyhypusinierung eines einzigen spezifischen Lysinrestes des eukaryotischen Translations-Initiations-
faktors 5A (eIF-5A). In dieser Reaktion wird eine Aminobutyl-Einheit von dem Polyamin-Substrat
Spermidin auf diesen Lysinrest des Initiationsfaktors übertragen. Dies stellt den ersten von zwei Schrit-
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ten in der Synthese der einzigartigen Aminosäure Hypusin dar. Da die (Desoxy-)Hypusin-Modifikation
essentiell ist für die biologische Aktivität des eIF-5A in den entsprechenden zellulären Prozessen, ist
die DHS, die diese Modifikation erzeugt, sowohl in eukaryotischen Zellen als auch in Archaeen allge-
genwärtig und hochkonserviert. Im Verlauf der Evolution konnte sich aufgrund von Duplikationen des
konservierten DHS-Gens in einer Reihe von Blühpflanzen-Familien mehrmals unabhängig voneinander
aus dem DHS-Enzym die paraloge Homospermidin-Synthase (HSS) entwickeln. Das HSS-Enzym hat
sich auf eine Nebenreaktion der ursprünglichen DHS spezialisiert und besitzt keine DHS-Aktivität
mehr. In vielen Blühpflanzen-Familien wurde die HSS zum Schlüsselenzym des darauf aufbauenden
Pyrrolizidinalkaloid-Biosyntheseweges, der Abwehrsubstanzen zum Schutz vor Fraßfeinden produziert.
Obwohl der Mechanismus und die Dynamiken der Desoxyhypusinierungsreaktion bereits in vielen Ein-
zelheiten bekannt sind, ist die molekulare Grundlage der evolutionär bedingten Funktionsveränderung
von der DHS zur HSS noch nicht im Detail aufgeklärt.
In dieser Arbeit wurden deshalb zwei DHS-Isoformen und ihr HSS-Paralog aus der Mohrenhirse
– von denen angenommen wird, dass sie unterschiedliche Stadien in der Entwicklung von der DHS
zur HSS darstellen – mit verschiedenen biophysikalischen Techniken näher charakterisiert, um einen
besseren Einblick in ihre Unterschiede und gemeinsamen Eigenschaften zu erhalten. Im Gegensatz zum
basischen pH-Optimum der Desoxyhypusinierungsreaktion zeigten die zytosolisch lokalisierten DHS-
und HSS-Enzyme ebenso wie das unmodifizierte eIF-5A-Vorläuferprotein ein Stabilitätsoptimum bei
physiologischen pH-Werten und Salzkonzentrationen. Allerdings war die HSS im Vergleich zu den
beiden DHS-Varianten deutlich weniger stabil. Bindungsexperimente bestätigten zudem, dass die
HSS die Fähigkeit zur Bindung des eIF-5A-Vorläuferproteins verloren hat, was den Verlust der DHS-
Aktivität zur Folge hat. In Übereinstimmung mit Literaturdaten zur Affinität der humanen DHS
zeigten die kinetischen Analysen der Bindungseigenschaften der beiden homologen DHS nanomolare
bis sub-nanomolare KD-Werte. Ausgeprägte Unterschiede zwischen den beiden Homologen konnten
im Rahmen dieser Experimente allerdings nicht bestimmt werden. Für den DHS/HSS-Kofaktor NAD+
konnte ein Einfluss auf die Stabilität und den Aggregationszustand der drei Enzyme festgestellt werden.
Zudem stabilisiert er die Interaktion zwischen DHS und eIF-5A deutlich. Eine bislang unbekannte
Eigenschaft des inhibitorischen Mechanismus des kompetitiven DHS-Inhibitors und Spermidinanalogs
N1-Guanyl-1,7-diaminoheptan (GC7) trat im Verlauf weiterer Experimente in Erscheinung: Neben
der kompetitiven Verdrängung des Spermidin-Moleküls aus dem aktiven Zentrum des DHS-Enzyms
verhindert der Inhibitor auch die Interaktion von DHS und eIF-5A und trennt bereits bestehende
Komplexe wieder voneinander. Darüber hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit auch erste direkte
Hinweise für die Paralog-Interferenz in der Evolution von HSS und DHS gefunden. Dieses Konzept
beschreibt ein evolutionäres Phänomen, in dem der Selektionsdruck des ursprünglichen Enzyms die
Entwicklung des Duplikates über die Interaktion in gemeinsamen heteromeren Komplexen weiterhin
mitbestimmt.
